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Cirkularni dichroismus (CD)

Rozdil v absorpci levotocivé a pravotocivé kruhove
polarizovaného svétla molekulou

* nutné podminky: molekula je chiralni, tedy i opticky aktivni a navic absorbuje v dané
oblasti méreni — CD jen v oblasti kde molekula absorbuje

* obvykle minén elektronicky CD, tj. v oblasti energii elektronovych prechod

* obvykle méreno celé spektrum v oblasti UV popfr. VIS — CD spektroskopie

CD je citlivé k vzajemné orientaci jednotlivych komponent (nukleobazi, AMK —
reprezentovanych tranzitnimi dipdly) v molekule — sekundarni struktura

* opticka aktivita = schopnost molekuly reagovat rozdilné s vlevo a vpravo kruhové
polarizovanym zarenim

* Opticka rotacni disperze (ORD) — staceni roviny linearné polarizovaného svétla pfri
prichodu opticky aktivni latkou — ORD v celém rozsahu vinovych délek — horsi interpretace
* Cottonliv efekt — CD / ORD pas — pozitivni x negativni



Cirkularni dichroismus (CD) — DNA / RNA

VZAJEMNA ORIENTACE BAZI

ABSORPCE

CHIRALITA



Circular Dichroism

Elektricky dipolovy prechodovy moment

Rozlozeni elektronové hustoty v zakladnim stavu x v excitovaném stavu odlisné
- smér a velikost posunu el. hustoty je charakterizovan Elektrickym dipdlovym
prechodovym momentem — p — velikost ¥ mnozstvi absorbovaného svétla
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Polarizace svétla

Linearly polarized light Right circularly polarized light
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Figure 6-10

Representations of different types of polarized light by an oscillating vector. The tip of the vector indicates the magnitude and direction of the electric field of
the light as a function of time and space. On the left is shown linearly polarized light propagating in the z direction. The polarization is along : the x axis (a),
the y axis (b), 457 from the x axis (x), and 30" from the x axis (). On the right is shown right circularly polarized light propagating in the z direction. Panels (a)
and (&) illustrate that circularly polarized light can be considered as a sum of two perpendicular vectors oscillating 907 out of phase. The resulting tip of the
electric vector of the light produces a circle as seen by an observer moving with the light (c); it produces a helix as seen by a stationary observer (d). [Reprinted
with permission from Kliger et. al., 1990, This figure is from Figures 2-2 and 2-3.]





http://cddemo.szialab.org/

Cirkularni dichroismus (CD)

* Rozdil absorpce levotocivé a pravotocivé kruhoveé polarizovaného svétla: AA=A — A,
* Pokud zndme koncentrace Ae = g — g; = AA / Ic (Lambert-Beerdv zakon)

* Popripadé, uhel stoCeni polarizovaného svétla = elipticita
tg [6] = (EL— ER) / (EL + ER) = 3298 * Ae
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Opticka rotace — opticka rotacni disperze
(ORD)

* Rozdilna rychlost prichodu L-CPL a R-CPL opticky aktivnim prostfedim: n <> ng

* Dojde ke stoCeni roviny polarizace prochazejiciho svétla — opticka rotace — Uhel a

« Zavislost optické rotace (a) na vinové délce (A) svétla — opticka rotacni disperze (ORD)
» Témér identicka informace jako CD, avSak obtiznéji interpretovatelna

* ORD existuje pfi vSech vinovych délkach, v misté absorpce anomalni — Cotton(v efekt




A vs ORD vs CD
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V\'yhody a nevyhody CD

Citlivost — nizka koncentrace studovanych latek (DNA 20nt od cca 1 uM x 50 uM 1D
NMR x 1 mM 2D NMR/ X-ray) a Siroky rozsah koncentraci (DNA — 4 fady dle optické
drahy kyvety) — rozpustnost, cena materidlu atp.

Snadna titrace a zmény podminek primo v kyveté béhem jednoho experimentu —
koncentrace iontu, ligandU atp., zmény pH - vyhoda predevsim ve srovnani s
metodami strukturni analyzy (NMR, X-ray)

RozliSeni kooperativnich a nekooperativnich zmén

Chybi explicitni vztah mezi CD a strukturou (vypoctena CD neodpovidaji mérenym)

Jednoduse nerozliSuje molekularitu konformaci — nutna komplementarni metoda
(elektroforéza, ...)

Méreni v roztoku tj. smés (v prostoru i ¢ase) x vysledky single-molecule metod
(smFRET)
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CD spektrofotometr (Jacso J-815)
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Kyvety

Variabilni opticka draha umoznuje Siroké rozmezi mérenych koncentraci latek.
(SniZeni vlivu absorpce pufru, srovnani podminek s NMR experimenty, ...)
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B-DNA — primarni sekvence
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m=== Bacillus Cereus -33 % GC




Kypr et al., 2009, Nucleic Acids Res
Vorlickova et al., 2012, Methods
Vorlickova et al., 2012, Chirality
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CD spektroskopie jako prvni
predpovédeéla levotocivé
usporadani Z-formy (pred
atomarni strukturou).
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(GAC),

200

wavelength [nm]
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Vorlickova M. et al., 2001, Eur Biophys J

A —vlasenka
(nizkd iontova sila)

B — paralelni duplex
(protonace — nizké pH)

C —antiparalelni duplex
(vyssiiontova sila)

D —Z-forma
(velmi vysoka iontova sila)
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DNA Triplex
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CD spektroskopie jako prvni G u a n i n Ovv kva d ru p I ex

predpovédéla Paralelni - TGGGGT Antiparalelni - GGGGTTTGGGG
monomolekularni paralelni
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Guaninoveé kvadruplexy

* regulace genové exprese

GGGI\lnGGGNnGGGNnGGG * struktura telomer
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(Brooks T. A., et al., FEBS J, 2010) (Maizels N. and Gray L.T., PloS Genet., 2013)



Ag [Mt.em™]

-100 A

-200

400

300 A

200

100 ~

220

260 300

A [nm]

Ag [Mt.ecm™]

-100 A

-200

Guaninovy kvadruplex

400

300 A

200

100 ~

220

260 300

A [nm]

Ae [Mtem™

-100

-200

400 ~

300 A

200 A

100 ~

220

260 300

A [nm]

400

300 A

200 ~

100 ~

Ag [Mt.cm™]

-100 -

-200 “— T T
220 260 300

A [nm]

26



Guaninovy kvadruplex

CD spektra je mozné jednoduse numericky scitat atp. — soucet CD meérenych nezavisle x smés x komplex
» efekt vzdjemného ovlivnéni vice struktur/oblasti v ramci molekuly
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Kvadruplex lidské telomerni DNA

Koncentrace
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Rlzné metody vyuZivaji rizné koncentrace
AG4(TTAG,), DNA — konformacni variabilita.
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Renciuk et al., 2009, Nucleic Acids Res
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Tvorba kvadruplexu — detekce CD / stopped-flow

AATTG,TG;TG;TG,TAA + rdzné koncentrace K*
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Cytosinovy I-motiv
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Linearni dichroismus (LD)

Rozdil v absorpci svétla linearné polarizovaného
rovnobézne a kolmo na orientaci molekuly

* nutné podminky: molekuly jsou orientované a navic absorbuje v dané oblasti méreni
* orientace molekul: gel, elektrické pole, proud nebo rotace kapaliny
* méfi se jak v oblasti elektronovych prechodd (UV / VIS), tak vibraénich prechod( (IR)

LD je citlivé k orientaci jednotlivych komponent viici sméru orientace molekul — napt.
inklinace bazi v DNA (Uhel mezi osou dvojsroubovice a normalou roviny baze)

polarized molecules resulling

light absorb light LD spactrum Helix Auis ) o co Normal
o
4 I.2 0.02 *
V™ oY
. - Q -0.04f
S o = Inclination
i Y o o i
H o - — e — -0.08 x N #\ / b
L 8 ‘\ o
propagation 230 260 200 320
direction wavelength / nm Transition
Dipoi
Bulheller et al., 2007, Phys Chem Chem Phys Pes

Rodger et al., 2006, Phys Chem Chem Phys



LD {abzorbance unils)
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LD DNA + ligand
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Wavelangth (nim) Wavelength (nm)
Current Opinion in Structural Biology

LD of DNA and DNA-ligand systems. (a) LD of calf thymus DNA (1000 uM base, dashed
line) and the DNA plus an ethidium bromide intercalator (50 uM, solid line). (b) LD of
calf thymus DNA (1000 uM base, dashed line) and the DNA plus a minor groove
binder (diaminophenyl indole, 50 uM, solid line)

Dafforn et al., 2004, Curr Opin Struct Biol
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LOSCHMIDT

LABORATORIES

SPEKTROSKOPIE CIRKULARNIHO
DICHROISMU PROTEINU

RADKA CHALOUPKOVA

Loschmidtovy laboratore
Ustav experimentalni biologie
Masarykova Universita, Brno
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struktura proteinQ

analyza sekundarni s terciarni struktury proteinl
chiroptické techniky

spektroskopie cirkularniho dichroismu

- fyzikalni podstata

- spektra cirkularniho dichroismu protein(

- priprava vzorku proteinu pro méreni

- priklady vyuziti

- vyhody a limitace

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Struktura proteint

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind



Analyza struktury proteint

Q
Q
Q
Q
Q
Q
Q

spektroskopie cirkularniho dichroismu
infracervena spektroskopie

Ramanova spektroskopie

fluorescencni spektroskopie

NMR spektroskopie

rentgenova krystalografie

neutronova krystalografie

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Chiroptické techniky

Metoda Definice Vinové délky
Opticka rotacni Zavislost Uhlu stoceni roviny linearné 180-800 nm
disperse ORD polarizovaného svétla na vinové délce

prochazejiciho zareni.

Cirkularni dichroismus Zavislost rozdilu absorbance pro vlevo a 180-1000 nm
CD vpravo kruhové polarizované svétlo na
vinové délce absorbovaného zareni.

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Chiralni molekuly

0 neztotoznitelné se svym zrcadlovym obrazem
Q priciny chirality
- pritomnost stereogenniho centra — vnitrni chiralita

- kovalentni interakce achiralni molekuly s chiralni molekulou

- inherentni chiralita struktury celé molekuly

COOH HOOC

Cm, W C
HsC 7\ "'H H"" /> CH;,
NH, H,N

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




ad konstantni smér (orientace), modulovana amplituda

O usecka o délce 2A .,




O konstantni amplituda, modulovana orientace

Q kruh s primérem 2A .,




Fyzikalni podstata

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Fyzikalni podstata

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Fyzikalni podstata

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Fyzikalni podstata

Absorbance

CD




Fyzikalni podstata - shrnuti

Q linearné polarizovany paprsek je vektorovym souctem dvou
opacnych kruhové polarizovanych paprskl (R a L)

Q pri prichodu opticky aktivnim chromoforem jsou R a L paprsky
rozdilné absorbovany

Q vysledné zareni je elipticky polarizované

Equal proportions
of right and left
circular polarizations

Right polarization
preferentially
absorbed

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




O CD data prezentovana elipticitou nebo absorbanci

O CD data normalizovana na molarni koncentraci chromoforu a
pocet opakujicich se jednotek (peptidova vazba)

Nazev Symbol Definice Jednotka

roz.dl'l rrjolérnl’ch | Ag he =g, — €, = AA M-L oL
extincnich koeficientd l.c

elipticita O s tan O,,, = z = 2 ;::z deg

molarni elipticita o, 0, = w deg.cm®.dmol™

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Proteinové chromofory

180-250 nm
chromoforem je peptidova vazba
infromace o sekundarni strukture proteinu

O daleka UV oblast | %

.9

O blizka UV oblast

260-320 nm
chromofory jsou aromatické aminokyseliny a disulfidické mdstky
informace o prémérnych zménach v tercialni strukture proteind

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Daleka UV oblast

— o-helix

80 - — B-list

— PPII helix

— nepravidelna
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Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Blizka UV oblast
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Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Pfiprava vzork(l pro CD méfeni

Q vysoka Cistota ~ 95% (kontrola na SDS gelu)

U

homogenni vzorek bez proteinovych agregatl (filtrace proteinu)

U

odstranéni oligonukleotidovych fragmentt (pridavek nukleasy
pred purifikaci proteinu)

odstranéni imidazolu/NaCl po purifikaci (dialyza, gelova filtrace)
odstranéni stabilizaCnich latek (EDTA, dithiotheitol)

volba vhodného pufru pro méreni v daleké UV oblasti

4
a
Q
a

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind

mnozstvi proteinu pro méreni v daleké UV oblasti 50-500 g




Slozka pufru Nulova Absorbance (10 mM roztok v 0.1 cm kyveté)

absorbance
nad: 210 nm 200 nm 190 nm 180 nm
NaCl 205 nm 0 0.02 > 0.5 > 0.5

Glycine 220 nm 0.03 0.1 > 0.5 > 0.5
Tris/H,SO, (pH 8) 220 nm 0.02 0.13 0.24 > 0.5
Acetate/Na* 220 nm 0.03 0.17 > 0.5 > 0.5

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Vyuziti CD spektroskopie

U

analyza sekundarni struktury proteinii

O sledovani konformacnich zmén

- teplotni a pH stabilita, stabilita v{ci denaturacnim cinidl&im
- porovnani struktury mutantnich variant s divokym typem

- vliv aditiv (solventy, soli) na strukturu a stabilitu proteint
kinetika ,foldingu" a ,refodingu® protein(

design novych peptidl a proteinl

studium protein-ligandovych interakci, design 1&Civ (inhibitor()

4
d
Q
a

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind

studium protein-proteinovych a protein-DNA interakci




Priklady vyuziti CD spektroskopie-
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Analyza sekundarni struktury
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Terms and
Conditions

Cookies

Dichr( / Web

On-line analysis for protein Circular Dichroism spectra

Apply for a user-account

Analyse data (registered users only)

Citing DichroWeb:

[fyou use DichroVeb for your analysis you agree to cite the
publications detailing the original methods and reference data used,
as well as one of the specific DichroVeb papers:

Whitmore, L. and Wallace, B.A. (2008) Biopolymers 89: 392-400.

(PDF)
Whitmore, L. and Wallace, B.A. (2004) Nucleic Acids Research
32: W668-673. (PDF)

DichroWeb News

Analyses now possible using Membrane
Frotein data set SMP180. Abdul-Gader A,
Miles Ad, Wallace BA. Bioinformatics (20711)
27 1630-6.

Yideo guide for Cleaning and Loading
Circular Dichroism Cells

Related Projects 25truc. The Secondary
Structure Server and the Protein Circular
Dichroism Data Bank are now open for use.

DichroWWeb currently has 3600+ registered
users and has performed over 375,000
deconvolutions.

Dichrovweb is produced by Dr. L. Whitmore, in the lab of Professor B.A. Wallace at the Department of Crystallography,
Institute of Structural and kolecular Biology, Birkbeck College, Unversity of London, UK. @ 2012,

WYe are supported by a grant from the BESEC.




Piklady vyuZiti CD spektroskopie:

Protein a-helix (%) B-list (%) smycky(%) nepravidelna (%)

DbeA 49 13 11 27
DbjA 48 13 10 29
DhaA 39 16 16 39
LinB 40 14 15 31
DmbA 42 15 12 31
DhIA 41 15 14 30

Analyza sekundarni struktury
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Sledovani konformacnich zmén: pH stabilita




Priklady vyuziti CD spektroskopie
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Sledovani konformacnich zmén: pH stabilita




Priklady vyuziti CD spektroskopie
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Sledovani konformachnich zmén: wt x mutant




Pfiklady vyuziti CD spektroskopie
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Sledovani konformacnich zmén: teplotni stabilita
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Sledovani konformacnich zmén: teplotni stabilita
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Sledovani konformacnich zmén: teplotni stabilita




O, (x10° deg cm” dmol™)

Sledovani konformacnich zmén: stabilita v pfitomnosti organickych rozpoustédel
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O, (x10° deg cm’ dmol?)

DbjA
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O, (x10° deg cm” dmol’)

. DbjA DhaA
buffer buffer
8
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i methanol 25%
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acetone 25%
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acetone 25%
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Sledovani konformacnich zmeén: protein-DNA interakce
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Sledovani konformacnich zmeén: protein-DNA interakce
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Vyhody a limitace CD spektrosk0pi§_ |

a
a
a
a
d

snadnost a rychlost méreni

malé mnozstvi a nizka koncentrace vzorku

nevyzaduje pritomnost znacenych molekul

komplementarni strukturni informace z rliznych oblasti spektra

nedestruktivni technika

U

strukturni informace s relativné nizkym rozlisenim

U

zadna informace o kvartérni strukture protein

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




Vyhody a limitace CD spektroskopié_ o

Strukturni informace

2D struktura,

konformacni zmény

3D ,,otisk prstu”

2D struktura

zmény ve 3D

3D atomarni Groven,
dynamika

3D atomarni Groven,
staticka struktura

Spektroskopicka Pozadavky na vzorek vy o x ,
technika ¢ [ma/mi] ed Merici Cas  Analyza dat
daleka-Uv CD 15-50 min

blizka-UV CD 0.5-5.0 - 15-50 min 2-4 hod
IR, Raman 10-20 ’H 10-20 hod 1-2 dny
fluorescence 0.005-0.5 - 10-30 min 2-4 hod
NMR 10-40 13C, 15N 1-3tydny  2-6 mésicl
rk?;;?aelgg\r/:ﬁe krystal mésice-roky
E?}Zﬂgg;\fﬁe 5-50 krystal, 2H  1-4 tydny  mésice-roky

3D atomarni Groven,
protonové interakce

Spektroskopie cirkularniho dichroismu proteind




O CD spektropolarimetr x synchrotron




Uzitecné reference

0 Fasman, G.D. (1996) Circular Dichroism and the Conformational
Analysis of Biomolecules, Springer US

O Kelly, S.M. et al. (2005) How to Study Proteins by Circular
Dichroism, Biochim. Biophys. Acta 1751: 119-139

U Harding, S.E., Chowdhry, B.Z. (2001) Protein-Ligand Interactions:
Structure and Spectroscopy, Oxford University Press

d DOTAZY ?

38/39







	05_CD_2018_Renciuk
	05_Chaloupkova_BFCHII_2018
	SPEKTROSKOPIE CIRKULÁRNÍHO DICHROISMU PROTEINŮ 
	Snímek číslo 2
	Struktura proteinů
	Snímek číslo 4
	Chiroptické techniky
	Snímek číslo 6
	Snímek číslo 7
	Snímek číslo 8
	Fyzikální podstata
	Snímek číslo 10
	Snímek číslo 11
	Snímek číslo 12
	Fyzikální podstata - shrnutí
	Snímek číslo 14
	Proteinové chromofory
	Daleká UV oblast
	Blízká UV oblast
	Snímek číslo 18
	Snímek číslo 19
	Využití CD spektroskopie
	Snímek číslo 21
	Snímek číslo 22
	Snímek číslo 23
	Snímek číslo 24
	Snímek číslo 25
	Snímek číslo 26
	Snímek číslo 27
	Snímek číslo 28
	Snímek číslo 29
	Snímek číslo 30
	Snímek číslo 31
	Snímek číslo 32
	Snímek číslo 33
	Snímek číslo 34
	Snímek číslo 35
	Snímek číslo 36
	Snímek číslo 37
	Snímek číslo 38
	Snímek číslo 39


